阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）是由体细胞突变导致的造血干细胞获得性克隆性疾病，其病理缺陷是PIG-A基因突变致糖基磷脂酰肌醇（glycosyl phosphatidyl inositol, GPI）合成异常，导致由GPI锚连在血细胞膜上的一组锚蛋白缺失，包括CD55、CD59、CD16等。PNH临床主要表现为慢性血管内溶血、骨髓衰竭、高风险并发血栓、肾功能衰竭及肺动脉高压等。我国PNH患者多以贫血、出血、血红蛋白尿为首发症状，合并血栓者少见；北方多于南方，男性多于女性，半数以上为20\~40岁发病，个别发病年龄为10岁以下或70岁以上，近年来发病率有增高趋势。PNH起病急骤，病情反复，存活期短，生存质量差。本文我们重点阐述PNH的发病机制，旨在探讨新的治疗思路。

一、PIG-A基因

PIG-A基因位于X染色体上（Xp22.1），全长17 kb，编码484个氨基酸的蛋白产物-1-6N-乙酰氨基葡萄糖转移酶的一个亚基。该酶在内质网膜上将UDP-N-乙酰氨基葡萄糖中N-乙酰氨基葡萄糖转移至肌醇，形成磷脂酰肌醇，这是合成GPI的第一步反应。PIG-A基因突变使上述转移酶的功能受到影响，进而GPI锚合成障碍，致使血细胞膜表面的GPI锚连蛋白缺失，最终导致溶血等临床表现。迄今为止，在PNH患者中已报道了百余种PIG-A基因的突变，未发现突变热点。大部分为单个碱基的突变，长序列的插入或缺失极少。

二、PNH异常克隆增殖相关机制

近年来研究发现，在正常人群中也可检测到PIG-A基因突变，但多为多克隆，且起源于定向造血祖细胞阶段，PNH患者的PIG-A突变源于造血干细胞阶段，且为单克隆，或虽有多个突变但存在一个绝对优势突变基因。最近一些研究也提示，健康对照者中大多数PIG-A基因突变发生在集落形成细胞水平，而不是造血干细胞水平，因为集落形成细胞无自我更新能力，所以在健康对照者中发现的PIG-A基因突变与PNH的病理生理无关联或关联性很低。因此，PNH克隆增殖是PNH发病的必要条件之一，PIG-A基因突变是PNH克隆增殖的前提，然而单纯PIG-A基因突变并不足以导致PNH克隆增殖。PNH克隆可以获得增殖优势还依赖于除PIG-A基因突变之外的如下机制参与。

1．选择性免疫攻击：PNH患者体内存在由T淋巴细胞介导的自身免疫反应，免疫系统选择性地攻击正常造血干细胞，PNH克隆因缺乏GPI锚连蛋白可逃避该免疫攻击，从而获得生长优势。PIG-A基因突变和选择性免疫攻击两因素协同作用才导致PNH发病，这也被称为PNH的双因素发病学说。国内外很多学者已经对PNH患者体内的T淋巴细胞进行了相关研究，均证实PNH患者体内存在PNH克隆型的T淋巴细胞，且存在CD3^+^CD4^+^/CD3^+^CD8^+^细胞比例倒置、T淋巴细胞功能及基因的异常。我们在国内外研究基础上也进行过相关研究，结果显示PNH患者CD4^+^ T淋巴细胞比例较正常对照组显著下降，CD8^+^T淋巴细胞比例较正常对照组显著升高，CD4^+^/CD8^+^ T淋巴细胞比例倒置，Th1细胞比例较正常对照组显著升高，提示PNH患者的T淋巴细胞功能亢进，细胞免疫向Th1方向极化。

2．抗凋亡机制：PNH克隆获得增殖优势的另一个研究热点为抗凋亡机制。目前，关于PNH克隆是否具有抗凋亡优势仍然存在分歧。有研究者认为PIG-A基因突变本身产生一个内在的凋亡抵抗，尤其在骨髓受到选择性免疫攻击时更明显。由于早期GPI锚连蛋白缺陷的CD34^+^干/祖细胞与健康对照组CD34^+^的特性及存活率均相似，有学者认为PNH细胞的生存优势是由GPI锚连蛋白正常的造血干细胞在"敌意的"微环境下存活减少而引起的。也有学者提出由细胞毒性T细胞（CTL）介导的自身免疫过程可能引起PNH和再生障碍性贫血（AA），而PNH患者由于缺乏GPI锚连蛋白不仅可以逃逸免疫攻击，还可以对抗凋亡。

3．二次基因突变：PIG-A基因突变和免疫逃逸机制可以解释绝大多数PNH患者的溶血发作和骨髓衰竭，二者对PNH克隆扩增是必需的，但仅有二者并不足以致PNH发病，PNH克隆获得增殖优势还有其他机制的参与。

PNH作为造血干细胞疾病，系非恶性血液系统疾病，但也显示出与骨髓增生异常综合征（MDS）和其他髓系肿瘤类似的肿瘤性髓系干细胞疾病的特征：持续存在异常克隆、克隆扩张和表型异常。已有相关研究发现，除PIG-A基因突变之外，PNH存在二次基因突变现象。早在1970年就有PNH合并骨髓纤维化及其他骨髓增殖性肿瘤的文献报道：Killmann等研究了10例骨髓纤维化患者的临床特征，结果显示5例患者Hams试验、蔗糖水试验均阳性，红细胞乙酰胆碱酯酶活性降低，且存在血管内溶血的临床特征；Luzzatto等报道了2例PNH患儿合并骨髓增殖性疾病的现象。Sugimori等将PNH患者的粒细胞应用流式细胞术分选为CD11b^+^ FLAER^−^（GPI^−^）、CD11b^+^FLAER^+^（GPI^+^）两群细胞，结果显示3例患者GPI^−^细胞可检测到JAK2V617F突变，而GPI^+^细胞JAK2V617F突变阴性，即JAK2V617F基因突变与PNH克隆共存，为体细胞突变而非胚系突变。Fraiman等报道了1例CALR阳性（p.K385fs\*47）、而JAK2V617F阴性的原发性血小板增多症患者，多年后患者出现了贫血和溶血症状，流式细胞术检测PNH克隆示粒细胞60%、单核细胞73%、红细胞14%，因此推测CALR基因突变是除PIG-A突变之外的可引起造血干细胞克隆扩增的始动因素，二者共同作用导致PNH的发病。Inoue等发现了2例PNH患者PIG-A基因突变的细胞（CD59^−^）均表现为12号染色体异位；Nishimura等报道了1例由AA转化的PNH患者PNH细胞也存在12号染色体易位，表现为t（12;12）（q13q15），HMGA2基因的异位表达和PIG-A基因突变共同参与了PNH克隆增殖。Takamasa等报道了1例PNH合并慢性髓性白血病患者应用尼洛替尼治疗19个月后PNH细胞消失，推测BCR-ABL融合基因可诱导PIG-A基因扩增，并可应用靶向药物治愈。也有研究报道在小部分PNH患者的CD59^−^细胞发现了微小的细胞遗传学异常（50%，13/26），NTNG1（P24S）、JAK2、MAGEC1（C747Y）、BRPF1、（N797S）和UPD9q32qter突变，上述均是与髓系肿瘤发生发展相关的，即PNH克隆获得增殖优势与髓系肿瘤存在交叉现象。

上述研究结果表明PNH克隆属骨髓造血干细胞的非肿瘤性增殖，可能除外PIG-A基因突变之外的其他基因缺陷参与了PNH克隆的扩增，即PNH患者可能存在二次基因突变现象。PIG-A基因突变与额外的骨髓增殖性疾病相关的突变基因如JAK2、HMGA2和BCR-ABL并发，提示PNH的基因突变事件是逐步发展的，与MDS或骨髓增殖性疾病存在相似的生物学特性，从而进一步证实多基因突变的积累为PNH克隆扩增创造了的内在生存优势。

我们也同样发现：①PNH患者GPI缺陷细胞（CD59^−^细胞）EGR-1基因和WT1基因mRNA的表达水平均显著高于同一PNH患者的CD59^+^细胞及正常对照组，且上述两种基因的相对表达量与CD59^−^细胞数量呈正相关，即EGR-1基因和WT1基因的表达与PNH克隆增殖相关。除PIG-A基因突变之外，PNH患者EGR-1基因及WT1基因的过度表达对PNH克隆取得增殖优势可能起到促进作用。②我们应用siRNA技术干扰PNH患者CD59^−^细胞WT1基因的合成，降低其表达后，发现PNH患者CD59^−^细胞凋亡率增加，细胞增殖能力减弱，因此，WT1基因的异常表达很可能参与了PNH患者异常克隆获得增殖优势。

2014年，Shen等应用全基因组测序技术检测了60例PNH患者CD59^−^细胞，结果显示除了PIG-A基因突变，还存在一些参与髓系肿瘤发病机制的基因突变，包括TET2、SUZ12、U2AF1和JAK2等，PIG-A突变伴二次基因突变存在3种形式：①PIG-A突变作为始动突变，之后伴随其他体细胞突变；②PIG-A突变作为体细胞突变之后的继发突变；③PIG-A突变与其他体细胞突变如MDS克隆相关基因突变同时发生。我们在国内外研究基础上应用全基因外显子组测序技术对7例PNH及6例AA-PNH患者进行了深度测序，结果显示PIG-A基因突变率为61.54%（8/13），除外PIG-A基因突变，还检测到CUX1、MLL2、SUZ12、RB1、MUC4、MAGEC1和TET2等基因突变，上述基因的功能均与调控细胞增殖、分化，抗凋亡，促进肿瘤细胞侵袭、进展密切相关，再次证实二次基因突变参与了PNH克隆的增殖。

转录组测序（RNA-Seq）是利用二代高通量测序技术进行cDNA测序，全面快速地获取某一物种特定器官或组织在某一状态下的几乎所有转录本。Young等首先通过转录组测序技术检测了23例PNH患者和19例正常对照者，分析差异表达基因，其中上调基因包括CXCR2、CXCR1、CSF2RB、TNFRSF10C等，下调基因包括H1FX等。通过KEGG通路富集分析，差异表达的基因显著富集于粒细胞黏附、渗出、IL-8信号通路。PNH及正常对照组粒系GPI^−^细胞与GPI^+^细胞比较，在CXCR2的下游及NF-κB的上游均发现AKT和MAPK1/3的显著磷酸化，且PNH患者血浆中巨噬细胞迁移抑制因子水平的增加及粒系GPI^−^细胞CXCR2的高表达可导致NF-κB的异常激活。随后Young等应用转录组测序技术分别检测了15例PNH患者和15例正常对照者的T细胞亚群（CD4^+^幼稚、CD4^+^记忆、CD8^+^幼稚、CD8^+^记忆）的转录组，差异表达基因分析在4个不同的T细胞亚群中表现出明显的转录谱。通过通路富集分析，在PNH患者T细胞亚群中确定了新的信号通路，包括TNFR、IGF1、NOTCH、AP-1和ATF2相关通路，上述信号通路参与了DNA损伤、凋亡、细胞周期、转录调节等功能，qPCR进一步检测了上述分子的mRNA水平，与正常对照相比PNH患者高表达。上述新的信号通路参与PNH克隆扩增的相关机制有待深入研究。

三、小结

免疫逃逸机制、抗凋亡机制和二次基因突变机制均参与了PNH克隆的增殖，PNH目前尚无有效治疗方法，依库利珠单抗可有效减少PNH血管内溶血，显著改善患者的生活质量，但仍属于保护PNH克隆的代表。通过对PNH异常克隆增殖发病机制的深入研究，可能会探索到减弱PNH患者体内的PNH克隆的有效治疗方法。
